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ABSTRAK 
Butoh keling (Holothuria leucospilota) diketahui memiliki kandungan metabolit sekunder yang 
dapat berfungsi sebagai antibakteri. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui 
golongan metabolit sekunder yang terdapat pada butoh keling dan mengetahui fraksi ekstrak 
butoh keling yang efektif berperan sebagai antibakteri terhadap bakteri P.acnes dan 
S.epidermidis serta mengetahui konsentrasi hambat minimumnya. Pengujian aktivitas 
antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar. Hasil uji fitokimia menunjukkan pada ekstrak 
kasar, fraksi methanol dan etil asetat memiliki kandungan golongan metabolit sekunder 
triterpenoid, flavonoid dan saponin, sedangkan fraksi n-heksana hanya memiliki kandungan 
triterpenoid. Fraksi yang memiliki aktivitas tertinggi terhadap bakteri P.acnes dan S.epidermidis 
adalah fraksi etil asetat. Kadar hambat minimum (KHM) fraksi etil asetat terhadap bakteri 
P.acnes adalah  pada konsentrasi 62,5 mg/mL, sedangkan KHM bakteri S.epidermidis adalah 
pada konsentrasi 125  mg/mL. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi etil asetat dari 
ekstrak butoh keling memiliki aktivitas antibakteri terhadap P. acnes dan S.epidermidis 
sehingga dapat digunakan sebagai alternatif antibakteri. 
 
Kata kunci:  Butoh keling (Holothuria leucospilota), Antibakteri, Propionibacterium 
acnes, Staphylococcus epidermidis, metabolit sekunder 
 
 
PENDAHULUAN 
Jerawat adalah suatu proses 
peradangan kronik kelenjar-kelanjar 
polisebasea yang ditandai dengan adanya 
komedo, papul, pustul dan nodul. Hampir 
semua orang pernah mengalami penyakit 
kulit seperti ini. Penyebaran jerawat 
terdapat pada muka, dada, punggung yang 
mengandung kelenjar sebasea. Meskipun 
jerawat bukan penyakit infeksi serius, 
namun jerawat dapat membuat orang yang 
menderita jerawat mengalami depresi, 
cemas dan malu. Timbulnya jerawat dapat 
disebabkan oleh banyak faktor dan salah 
satu faktor yang paling berpengaruh adalah 
bakteri Propionibacterium acnes dan 
Staphylococcus epidermidis 
(Wasitaatmadja, 1997). 
P.acnes dan S.epidermidis merupakan 
bakteri yang berperan dalam pembentukkan 
jerawat  yang merupakan anggota flora kulit 
dan selaput lendir manusia.  Bakteri ini ikut 
serta dalam fotogenesis jerawat dengan 
menghasilkan lipase, yang dapat memecah 
asam lemak bebas dari lipid kulit. Asam 
lemak ini dapat menimbulkan radang 
jaringan dan ikut menyebabkan jerawat 
(Mumpuni, 2010). Pada kondisi kulit normal, 
bakteri ini tidak bersifat patogen tetapi bila 
terjadi perubahan kondisi kulit, maka bakteri 
tersebut berubah menjadi invasif. Sekresi 
kelenjar keringat dan kelenjar sebasea yang 
menghasilkan air, asam amino, urea, garam 
dan asam lemak merupakan sumber nutrisi 
bagi bakteri. (Wasitaatmadja, 1997; Jawetz, 
dkk, 2005).  
Pengobatan jerawat hingga saat ini 
masih dikembangkan. Salah satu upaya 
untuk mengobati jerawat adalah 
penggunaan antibiotik seperti ampisilin, 
eritromisin, atau klindamisin dan tetrasiklin. 
Utami (2012) mengungkapkan bahwa 
penggunaan antibiotik dalam jangka waktu 
panjang dapat menyebabkan mikroba 
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menjadi resistensi atau kebal terhadap 
antibiotik. Sehingga diperlukan alternatif lain 
sebagai antibakteri dari bahan alami yang 
memiliki senyawa aktif seperti yang berasal 
dari biota laut yang pemanfaatannya belum 
dioptimalisasi. 
Salah satu biota laut yang 
pemanfaatannya belum dioptimalkan adalah 
H. leucospilota.  H.leucospilota merupakan 
salah satu jenis teripang yang termasuk 
dalam genus Holothuria (Martoyo, dkk., 
2007). Teripang telah banyak digunakan 
sebagai obat herbal yang memiliki banyak 
khasiat, salah satunya dalam penyembuhan 
jerawat 
Secara geografis perairan Indonesia 
terletak di antara Samudera Pasifik dan 
Samudera Hindia yang merupakan habitat 
terbaik untuk teripang, salah satunya adalah 
H.leucospilota (Conand dan Byrne, 1993). 
Salah satu perairan di Indonesia yang 
menjadi habitat H.leucospilota adalah pulau 
Lemukutan, Kalimantan Barat. Masyarakat 
di daerah Pulau Lemukutan mengenal 
H.leucospilota dengan sebutan butoh 
keling. Masyarakat Lemukutan 
menganggap bahwa butoh keling sebagai 
hama yang dipercaya dapat menyebabkan 
penyakit kulit yang disebabkan oleh getah 
yang dihasilkan oleh butoh keling. 
Albuntana (2011) menyatakan bahwa butoh 
keling memiliki sifat toksisitas yang dapat 
digunakan sebagai bahan baku pembuatan 
obat. Butoh keling mengandung triterpen 
glikosida (saponin) yang dapat berfungsi 
sebagai antibakteri (Han, dkk, 2009). Hal ini 
yang mendorong dilakukan penelitian lebih 
lanjut tentang Butoh keling sebagai 
antibakteri terhadap bakteri patogen seperti 
P.acnes dan S.epidermidis. 
  
METODE PENELITIAN 
Bahan Penelitian 
 Sampel yang digunakan adalah butoh 
keling (H. Leucospilota). Sampel diperoleh 
dari Pulau Lemukutan, Kalimantan Barat. 
Keakuratan spesies butoh keling 
dideterminasi di laboratorium biologi FMIPA 
Universitas Tanjungpura. 
Alat dan Bahan 
Alat-alat yang akan digunakan pada 
penelitian adalah anaerob jar sederhana 
(desikator), autoklaf, blender, inkubator, 
jangka sorong, rotary evaporator, 
seperangkat alat gelas, spektrofotometri 
UV-Vis dan vortex. 
Bahan-bahan yang digunakan pada 
penelitian adalah akuades, asam klorida 2 
N dan asam klorida pekat, asam sulfat, 
biakkan murni bakteri P.acnes dan 
S.epidermidis, DMSO, etil asetat, FeCl3 
1%, logam Mg, Nutrient Agar (NA), dan 
Nutrient Broth (NB), metanol, n-heksana, 
NaCl fisiologis 0,85%, pereaksi Wagner, 
pereaksi Mayer, pereaksi Liebermann-
Burchard dan tetrasiklin. 
Preparasi Sampel 
Sampel  butoh keling berasal dari pulau 
Lemukutan, Kalimantan Barat. Sampel 
butoh keling dibersihkan isi perutnya 
kemudian dipotong kecil dan dihaluskan 
untuk memudahkan proses ekstraksi. 
Ekstraksi dan Partisi 
 Ekstraksi yang dilakukan menggunakan 
metode maserasi. Sampel butoh keling 
basah sebanyak 10 kg dimaserasi selama 
3x24 jam pada suhu kamar dengan metanol 
yang telah didestilasi. Maserat kemudian 
disaring untuk memisahkan antara filtrat 
dan residu. Filtrat yang diperoleh diuapkan 
pelarutnya menggunakan rotary evaporator 
sehingga diperoleh maserat pekat (eksrak 
kasar). 
 Ekstrak kasar  yang diperoleh dilarutkan 
kembali dengan metanol dan dipartisi 
dengan n-heksana selanjutnya dengan 
menggunakan  etil asetat. Selanjutnya 
masing-masing fraksi yang diperoleh dari 
partisi dipekatkan dengan menggunakan 
rotary evaporator. 
Analisis Fitokimia 
 Uji fitokimia dilakukan terhadap ekstrak 
kasar dan masing-masing fraksi untuk 
identifikasi golongan alkaloid, flavonoid, 
saponin, steroid/triterpenoid, polifenol/tanin. 
Metode yang digunakan adalah sebagai 
berikut (Harborne, 1987): 
Alkaloid  
Identifikasi menggunakan uji Mayer dan 
uji Wagner. Pada uji Mayer larutan ekstrak 
ditambahkan dua tetes pereaksi Mayer. 
Senyawa alkaloid akan menimbulkan 
endapan putih sedangkan pada uji Wagner 
adalah larutan ekstrak ditambahkan dua 
tetes pereaksi Wagner. Senyawa alkaloid 
akan menimbulkan endapan coklat. 
 
 
JKK, Tahun 2015, Volume 4(4), halaman 21-28                               ISSN 2303-1077                                                                        
 
23 
 
Flavonoid 
Larutan ekstrak sebanyak 2 mL 
ditambah dengan sedikit serbuk magnesium 
dan 2 mL HCl 2N. Senyawa flavonoid akan 
menimbulkan warna jingga sampai merah. 
Steroid/Triterpenoid 
Sebanyak 1 mL larutan ekstrak 
ditambah dengan pereaksi Liebermann-
Burchard. Adanya senyawa steroid ditandai 
timbulnya warna hijau dan triterpenoid 
timbulnya warna merah. 
Saponin 
 Larutan ekstrak ditambahkan akuades, 
kemudian dikocok kuat-kuat. Senyawa 
saponin akan menghasilkan busa setinggi 
1- 10 cm yang stabil dan tidak kurang dari 
10 menit. 
Polifenol/Tanin 
Larutan ekstrak ditambahkan 2 tetes 
pereaksi besi (III) klorida 1%. Senyawa 
polifenol akan menghasilkan warna hijau 
atau biru. 
 
Uji Aktivitas Antibakteri 
Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak 
butoh keling menggunakan metode Kirby-
Bauer (Disk Diffusion Methode) dengan 
teknik sumur (hole atau well).  Sebanyak 20 
mL media NA yang telah disterilisasi 
dituang ke dalam petridisk secara aseptik 
dan dibiarkan memadat. Setelah media 
agar memadat dimasukkan suspensi bakteri 
yang telah distandarisasi dengan larutan Mc 
farland 0,5 dengan kepadatan bakteri 1,5 x 
108 CFU/mL sebanyak 100 dan suspensi 
disebar di permukaan media agar secara 
merata dengan menggunakan cottonbuds.  
Selanjutnya dibuat 4 sumur dalam satu 
petidisk dengan diameter masing-masing 
sumur sebesar 7 mm. Tiap sumur diisi 
dengan 50 µL ekstrak metanol 500 mg/mL, 
etil asetat 500 mg/mL, n-heksana 500 
mg/mL, ekstrak kasar 500 mg/mL, kontrol 
positif dan kontrol negatif ke dalam sumur 
pada petridishk yang telah diinokulasikan 
bakteri P. acnes dan S. epidermidis. 
Perlakuan uji aktivitas antibakteri ini 
dilakukan duplo. Kemudian diinkubasi 
selama 48 jam pada suhu 37oC dalam 
kondisi anaerob untuk P.acnes dan selama 
24 jam pada suhu 37oC dalam kondisi aerob 
untuk S. epidermidis. Kemudian diukur 
diameter zona hambat pada daerah bening 
lubang dengan menggunakan jangka 
sorong. Pengamatan dilakukan pada jam 
ke-24 untuk bakteri S.epidermidis dan pada 
jam ke-48 untuk bakteri P. acnes (Aziz, 
2010). Selanjutnya, diameter zona bening 
yang terbentuk dari tiap fraksi dilakukan 
pengujian statistik dengan menggunakan 
One-way anova dengan  0,05 tingkat 
kepercayaan 95%. 
Analisis Kadar Hambat Minimum (KHM) 
Kadar hambat minimum (KHM) 
ditentukan dengan metode difusi agar. 
Ekstrak yang memiliki aktifitas antibakteri 
paling baik selanjutnya ditentukan KHM nya 
dengan menggunakan  variasi konsentrasi 
250, 125, 62,5, dan 31,25 mg/mL. 
Sebanyak 20 mL media NA yang telah 
disterilisasi dituang ke dalam petridishk 
secara aseptis dan didiamkan hingga media 
agarnya memadat. Pada media NA yang 
telah memadat dimasukkan bakteri 
sebanyak 100µL dan disebar merata 
dengan menggunakan cottonbuds. 
Kemudian dibuat sumur pada media agar 
yang telah memadat dan dimasukkan 50 µL 
larutan uji dengan variasi konsentrasi 
larutan uji yang telah ditentukan. Setiap 
konsentrasi larutan uji dilakukan duplo. 
selanjutnya diinkubasi pada suhu 37oC 
selama 24 jam untuk media uji bakteri 
S.epidermidis dan 48 jam untuk media uji P. 
acnes. Konsentrasi terkecil yang 
menunjukkan terbentuknya zona bening 
adalah konsentrasi hambat minimum 
(KHM). Selanjutnya, diameter zona bening 
yang terbentuk dari tiap fraksi dilakukan 
pengujian statistik dengan menggunakan 
One-way anova dengan α 0,05 tingkat 
kepercayaan 95%. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Ekstraksi 
Butoh keling yang telah dibersihkan isi 
perutnya dipotong kecil-kecil dan dihaluskan 
untuk mempermudah proses ekstraksi. 
Selanjutnya dilakukan ekstraksi dengan 
metode maserasi. Proses maserasi ini 
menggunakan pelarut metanol untuk 
menarik metabolit yang terdapat pada 
ekstrak. Metanol memiliki sifat korosif 
sehingga metanol dapat pemecahan 
dinding dan membran sel akibat perbedaan 
tekanan didalam dan di luar sel. Metabolit 
yang ada dalam sitoplasma akan larut 
dalam pelarut metanol dan metabolit akan 
terekstraksi sempurna (Darwis, 2000). 
Proses maserasi dilakukan berulang-ulang 
hingga warna dari sampel menjadi pucat 
JKK, Tahun 2015, Volume 4(4), halaman 21-28                               ISSN 2303-1077                                                                        
 
24 
 
yang disebabkan karena kandungan 
metabolit sekunder yang terdapat pada 
sampel telah terekstrak ke dalam pelarut. 
Filtrat yang telah didapatkan kemudian 
dipekatkan dengan rotari evaporator 
menggunakan suhu 30-40o C.  Ekstrak 
kasar butoh keling yang didapatkan dari 
total sampel butoh keling yang digunakan 
sebanyak 10 kg didapatkan ekstrak kasar 
sebanyak 565,86 g dengan persentase 
rendemennya sebesar 5,66%. 
  
Fraksinasi 
Fraksinasi dilakukan dengan partisi 
menggunakan n-heksana dan etil asetat. 
Sehingga didapatkan fraksi metanol, etil 
asetat dan n-heksana. Selanjutnya 
dipekatkan dengan rotary evaporator 
sehingga didapatkan ekstrak pekat fraksi 
metanol, etil asetat dan n-heksan. Hasil 
fraksinasi yang didapatkan pada tabel 1: 
 
Tabel 1. Fraksinasi ekstrak butoh keling 
Fraksi 
Berat 
Ekstrak (g) 
Persen 
rendemen (%) 
Metanol 63,37  79,22 
Etil Asetat 4,42 5,52 
N-heksan 12,21 15,26 
Berdasarkan Tabel 1, dari sebanyak 80 
g ekstrak teripang butoh keling yang 
dilarutkan dalam metanol, ekstrak yang 
didapatkan paling banyak ialah fraksi 
metanol yaitu sebanyak 63,37 g, sedangkan 
fraksi etil asetat yaitu sebanyak 4,42 g dan 
fraksi n-heksan yaitu sebanyak 12,21 g. 
Fraksi metanol yang berbentuk gel dan 
memiliki butiran kristal menunjukkan 
persentase rendemen yang paling tinggi 
dibanding fraksi lainnya. Menurut Aras 
(2013) teripang yang berasal dari laut akan 
mengandung banyak partikel garam yang 
berbentuk kristal yang larut dalam senyawa 
polar. Sehingga fraksi metanol yang bersifat 
polar jauh lebih banyak dibandingkan 
dengan fraksi yang lainnya. Menurut 
Albuntana, dkk (2011) metabolit pada 
teripang terkonsentrasi terhadap fraksi 
polar. Sehingga metabolit tersebut akan 
cendrung larut pada pelarut metanol. 
 
Analisis Fitokimia 
Analisis fitokimia yang dilakukan yaitu uji 
alkaloid, flavonoid steroid/ triterpenoid, 
saponin, dan polifenol. Hasil yang 
didapatkan dari analisis fitokimia  butoh 
keling pada tabel 2: 
Tabel 2. Analisis Fitokimia Ekstrak 
H.leucospilota 
Uji EK FM FE FN 
Steroid - - - - 
Triterpenoid +++ ++ + +++ 
Alkaloid - - - - 
Saponin + ++ +++ - 
Polifenol - - - - 
Flavonoid +++ + ++ - 
Keterangan:  
EK : ekstrak kasar -  : hasil negatif 
FM : fraksi methanol +      : hasil positif lemah 
FE : fraksi etil asetat ++    : hasil positif kuat 
FN : fraksi n-heksan +++ :hasil positif sangat 
kuat 
Hasil pada tabel 2  menunjukkan 
bahwa dalam ekstrak kasar butoh keling, 
fraksi metanol dan fraksi etil asetat memiliki 
golongan metabolit sekunder yang sama 
yaitu triterpenoid, saponin, dan flavonoid. 
Sedangkan pada fraksi n-heksana hanya 
mengandung triterpenoid.  
Uji Aktivitas Antibakteri 
Pengujian aktivitas antibakteri bertujuan 
untuk menentukan kemampuan dari ekstrak 
butoh keling untuk menghambat 
pertumbuhan bakteri. Kemampuan hambat 
antijamur ditandai dengan terbentuknya 
zona bening. Bakteri yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah bakteri penyebab 
jerawat yaitu P. acnes dan S. epidermidis. 
Dari uji aktivitas antibakteri yang telah 
dilakukan didapatkan kemampuan daya 
hambat antibakteri butoh keling pada 
konsentrasi 500mg/mL yang dapat dilihat 
gambar 1 dan tabel 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan: A : Uji aktivitas terhadap P. acnes; B : Uji 
aktivitas terhadap S. epidermidis; 1: kontrol positif; 
2:kontrol negatif; 3: ekstrak kasar; 4: fraksi n-heksan; 
5: fraksi metanol; 6: fraksi etil asetat. 
 
Gambar 1 Uji aktivitas antibakteri butoh 
keling  terhadap P.acnes dan S. epidermidis 
A 
B 
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Gambar 1 Menunjukkan aktivitas 
antibakteri ekstrak butoh keling terhadap 
P.acnes dan S.epidermidis. Dari hasil 
tersebut ditentukan ukuran zona beningnya. 
Sehingga didapatkan diameter zona hambat 
pada tabel 3. 
 
Tabel 3. Hasil zona hambat dan standar 
deviasi yang terbentuk pada uji aktivitas      
antibakteri dengan konsentrasi uji 500 
mg/mL. 
Larutan Uji 
(500 mg/mL) 
Diameter zona hambat (mm) 
± std. deviasi 
P.acnes S.epidermidis 
Ekstrak kasar 0 0 
Metanol 10,97 ± 0,52 3,2 ± 0,28 
Etil asetat 21 ± 0,96 6,8 ± 0,14 
n-Heksana 0 0 
Kontrol positif 
(20 mg/mL) 
31 ± 2,60 21,5 ± 1,36 
Kontrol negatif 0 0 
 
Aktivitas antibakteri  dipengaruhi oleh  
beberapa faktor antara lain konsentrasi 
ekstrak, kandungan senyawa antibakteri, 
daya difusi ekstrak dan jenis bakteri 
(Jawetz, dkk,  2005). Hasil daya hambat 
ekstrak Butoh Keling pada (Tabel 3) 
menunjukkan bahwa dari 4 fraksi yang diuji, 
terdapat 2 fraksi yang menunjukkan daya 
hambat terhadap bakteri P. acnes dan 
bakteri S. Epidermidis, yaitu fraksi metanol 
dan etil asetat. Dari hasil fitokimia 
menunjukkan bahwa fraksi metanol dan etil 
asetat memiliki kandungan senyawa 
metabolit yang sama yaitu triterpenoid, 
saponin dan flavonoid.  Ketiga golongan 
senyawa metabolit sekunder ini diketahui 
memiliki aktivitas antibakteri. Pada ekstrak 
kasar tidak dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri P.acnes dan 
S.epidermidis dikarenakan ada beberapa 
senyawa yang bersifat antagonis 
(melemahkan) dan ada pula yang bisa 
bersifat sinergis (menguatkan atau 
meningkatkan efektivitas) ketika digunakan 
secara bersamaan pada konsentrasi 
tertentu (Darwis, dkk, 2012). 
Mekanisme penghambatan 
pertumbuhan bakteri oleh golongan 
senyawa fitokimia  memiliki aktivitas yang  
berbeda. Flavonoid dapat digunakan 
sebagai antibakteri karena dapat 
mendenaturasi protein sel dan merusak 
keutuhan membran sel bakteri tanpa bisa 
diperbaiki lagi (Pelczar dan Chan, 1988). 
Menurut Fissy, A. (2013), senyawa 
flavonoid dapat mengganggu aktivitas 
transpeptidase peptidoglikan sehingga 
pembentukan dinding sel terganggu dan 
menyebabkan lisis sel. Flavonoid diduga 
dapat membentuk kompleks dengan protein 
ekstraselular dan dinding sel bakteri 
sehingga dinding sel bakteri tidak dapat 
menahan tekanan osmotik internal dan 
mengakibatkan dinding sel rusak (Cowan, 
dkk., 1999). Menurut Gisvold (1982), 
disebutkan bahwa flavonoid menyebabkan 
terjadinya kerusakan pereabilitas dinding 
sel bakteri, mikrosom, dan lisosom sebagai 
hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA 
bakteri.  
Saponin memiliki aktivitas sebagai 
antibakteri. Saponin merupakan golongan 
senyawa metabolit sekunder yang dapat 
menghambat atau membunuh mikroba 
dengan cara berinteraksi dengan membran 
sterol. Saponin tergolong senyawa 
antibakteri karena memiliki kemampuan 
dalam menekan pertumbuhan bakteri. 
Hardiningtyas (2009) menyatakan bahwa 
saponin akan berikatan dengan 
lipopolisakarida pada dinding sel bakteri, 
mengakibatkan meningkatnya permeabilitas 
dinding sel serta menurunkan tegangan 
permukaan dinding sel sehingga ketika 
terjadi interaksi dinding sel tersebut akan 
pecah atau mengalami lisis dan membuat 
zat antibakteri akan masuk kedalam sel 
dengan mudah dan akan mengganggu 
metabolisme hingga akhirnya terjadi 
kematian bakteri. 
Senyawa metabolit sekunder lainnya 
yang terkandung pada Butoh Keling adalah 
triterpenoid. Triterpenoid dapat 
menyebabkan terjadinya lisis pada sel 
bakteri dengan mengikat protein, lipid, dan 
atau karbohidrat  yang terdapat pada 
membran sel (Harborne, 1987).  Ajizah 
(2004) menyatakan bahwa triterpenoid 
dapat menghambat pertumbuhan dan 
membunuh mikroba dengan mengganggu 
proses terbentuknya membran atau dinding 
sel, sehingga membran atau dinding sel 
terbentuk tidak sempurna bahkan dapat 
tidak terbentuk. 
Hasil dari pegujian aktivitas antibakteri 
terhadap bakteri P. acnes dan  
S.epidermidis dilakukan uji statistik dengan 
One-Way anova. Dari uji statistik tersebut 
menunjukkan adanya perbedaan secara 
signifikan diameter zona hambat yang 
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dihasilkan oleh masing-masing ekstrak uji, 
kontrol positif dan kontrol negatif pada 
ujiaktivitas antibakteri. Sehingga ekstrak 
yang memiliki zona hambat paling besar 
dapat dilanjutkan pada uji Kadar Hambat 
Minimumnya yaitu fraksi etil asetat. Fraksi 
etil asetat memiliki kemampuan yang paling 
baik dibanding ekstrak kasar dan fraksi 
metanol serta fraksi n-heksana. Hal ini 
mungkin disebabkan golongan senyawa 
metabolit sekunder yang dimiliki oleh etil 
asetat pada konsentrasi 500 mg/mL 
memiliki golongan senyawa metabolit 
sekunder yang dominan dan bersifat 
sinergis atau saling menguatkan dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri. 
Analisis Kadar Hambat Minimum (KHM)  
Penentuan Kadar hambat minimum 
(KHM) bertujuan untuk menentukan 
kemampuan daya hambat dengan 
konsentrasi terkecil dari ekstrak antibakteri. 
Fraksi yang memiliki aktivitas antibakteri 
yang paling baik terhadap bakteri P. acnes 
dan S. epidermidis adalah fraksi etil asetat. 
Selanjutnya dilakukan penentuan KHM 
ekstrak butoh keling. Selanjutnya fraksi 
tersebut dibuat variasi konsentrasi yaitu 500 
mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62,5 
mg/mL dan 31,25 mg/mL kemudian 
dilakukan uji dengan metode difusi agar 
dengan cara yang sama pada penentuan uji 
aktivitas antibakteri (gambar 2).  
 
 
Keterangan : A: KHM fraksi etil asetat terhadap 
P. acnes; B: KHM fraksi etil asetat terhadap   
S.epidermidis; 1: 500 mg/mL; 2: 250 mg/mL; 
3:125 mg/mL; 4: 62,5 mg/mL; 5: 31,25 mg/mL. 
 
Gambar 2 Uji KHM fraksi etil asetat 
terhadap bakteri P.acnes dan S.epidermidis 
Dari hasil pengujian KHM tersebut 
didapatkan hasil pengukuran pada tabel 4 
berikut ini: 
Tabel 4. Hasil analisis kadar hambat minimum (KHM) fraksi etil asetat 
Konsentrasi 
mg/mL 
P. acnes S. epidermidis 
Diameter zona 
hambat(mm) 
std. deviasi 
Respon 
hambatan 
pertumbuhan 
Diameter zona 
hambat (mm) 
std. Deviasi 
Respon 
hambatan 
pertumbuhan 
500 21  0,96 Kuat  6,8  0,14 Kurang efektif 
250 18,6  1,59 Sedang  4,8  0,62 Kurang efektif 
125 16,3  0,70 Sedang  3,8   0,35 Kurang efektif 
62,5 
13,1  0,07 Lemah  - Tidak 
menghambat 
31,25 
- Tidak 
menghambat 
- Tidak 
menghambat 
Keterangan: Klasifikasi respon hambat berdasarkan Greenwood, 1995
   
Tabel 4 menunjukkan nilai KHM 
terhadap bakteri P. acnes fraksi etil asetat 
adalah pada konsentrasi 62,5 mg/mL. 
Sedangkan nilai KHM terhadap bakteri 
S.epidermidis fraksi etil asetat adalah pada 
konsentrasi 125 mg/mL. Selain itu juga 
terlihat bahwa semakin besar konsentrasi 
zat antibakteri yang diberikan maka 
semakin besar pula zona hambat yang  
 
terbentuk. Bakteri P.acnes dan 
S.epidermidis merupakan bakteri gram 
positif yang memiliki susunan dinding sel 
yang relatif sederhana hanya terdiri dari 
komponen peptidoglikan dan asam teikoat 
yang bersifat sangat polar sehingga mudah 
untuk ditembus oleh ekstrak yang juga 
bersifat polar. Adanya perbedaan zona 
hambat yang terbentuk pada uji KHM 
A 
B 
4 
5 
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terhadap bakteri P.acnes dan S.epidermidis 
dikarenakan adanya perbedaan daya resap 
zat antibakteri pada media agar dan 
kepekaan bakteri terhadap zat antibakteri. 
Zona hambat yang dihasilkan lebih besar 
dibanding dengan zona P.acnes hambat 
yang dihasilkan oleh bakteri S.epidermidis. 
kemampuan setiap bakteri dalam melawan 
antibakteri berbeda-beda tergantung 
ketebalan dan komposisi dinding selnya. 
Pednekar, dkk, (2012) menyatakan bahwa 
bakteri S.epidermidis lebih kebal terhadap 
zat antibakteri dibandingkan dengan 
P.acnes .  
Selanjutnya dilakukan uji statistik One-
Way ANOVA dengan α 0,05 tingkat 
kepercayaan 95% untuk mengetahui ada 
atau tidaknya pengaruh konsentrasi 
terhadap zona hambat yang dihasilkan 
terhadap bakteri P.acnes dan 
S.epidermidis. Dari hasil uji statistik yang 
dilakukan dapat diketahui bahwa pada uji 
KHM terhadap bakteri P.acnes dan 
S.epidermidis, besar diameter zona hambat 
yang terbentuk memiliki perbedaan yang 
signifikan pada setiap konsetrasi. Dapat 
disimpulkan bahwa semakin tinggi 
konsentrasi yang digunakan, maka semakin 
besar pula zona hambat yang dihasilkan. 
Sehingga dapat diketahui bahwa ekstrak uji 
yang membentuk zona hambat dengan 
konsentrasi terkecil adalah kadar hambat 
minimum (KHM). KHM terhadap bakteri 
P.acnes  adalah 62,5 mg/mL dan KHM 
terhadap bakteri S.epidermidis adalah 125 
mg/mL. 
 
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil penelitian dapat 
disimpulkan bahwa fraksi yang memiliki 
aktivitas paling baik sebagai antibakteri 
adalah fraksi etil asetat. Nilai KHM terhadap 
bakteri P.acnes dari fraksi etil asetat adalah 
pada konsentrasi 62,5 gr/mL dan nilai KHM 
terhadap bakteri S.epidermidis adalah 125 
mg/mL. 
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